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PROTEINE VEGETALE A MOTIFS WD40 REPETES, ACIDE NUCLEIQUE 
CODANT POUR LADITE PROTEINE, ET LEURS APPLICATIONS 

L' invention est relative au clonage de genes 
intervenant dans la regulation de la division cellulaire 
5 Chez les vegetaux, et a leurs utilisations. 

La plupart des organes vegetaux se developpent 
apres la germination, par dif f erenciation a partir des 
meristemes . Prealablement a la . dif f erenciation, se 
produisent dans les meristemes le ralentissement puis 
10 I'arret du cycle de division cellulaire. • Simultanement, 
on observe f requerament une augmentation de la taille des 
cellules, et une replication du genome non accompagnee de 
mitose, denommee « endoreplication ». L' endoreplication 
est un phenomene bien connu lors du developpement de 
15 tissus de reserve ; KOWLES [Genome, 35, pp. 68-77^ 
(1992)] mentionne ainsi une ploidie de 6C a 384C lors du 
developpement de I'endosperme chez le mais. 

Les phenomenes intervenant lors de I'arret de 
la division cellulaire precedant la dif f erenciation. 
20 jouent un role essentiel dans le developpement et 
I'ontogenese vegetale. Les mecanismes" impliques dans ces 
phenomenes sont encore mal connus ; il semble que 
1' inhibition du facteur promoteur de la phase M, et 
1' induction des proteine-kinases de la phase S (GRAFI, 
25 Science, 269, pp. 1262-1264, (1995)] seraient impliques. 
Toutefois, on n'a jusqu'a present identifie aucun facteur 
directement implique dans ce mecanisme chez les plantes. 

Les Inventeurs ont entrepris 1' etude de ce 
mecanisme, dans le but de decouvrir des moyens de le 
30 controler, et d' agir par son intermediaire sur le 
developpement et I'ontogenese vegetale. 

lis ont choisi comme modele d' etude le systeme 
symbiotique Bhizobiuin/legumineuses . Dans ce systeme, les 
facteurs Nod de nature lipooligosaccharidique, produits 
35 par les Rhizobium, constituent des signaux mitogenes qui 
induisent localement la formation d'un nouveau meristeme/ 
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a partir duquel se dif f erencient les cellules formant les 
nodosites racinaires [TRUCHET, Nature, 351, pp. 670-673, 
(1991) ; YANG, Plant Cell, 6, pp. 1415-1426, (1994) 
SAVOURE, EMBO.J., * 13, pp. 1093-1102, (1994)]. Les 
5 nodosites comprennent 3 zones principales : une zone 
apicale, constituee de cellules meristematiques ; une 
zone intermediaire • d' invasion, ou de dif f erenciation 
(zone II), ou intervient 1' infection des cellules par les 
bacteries, ainsi que 1' arret de la division cellulaire, 

10 accompagne d' endoreplication et d' augmentation de la 
taille des cellules, et suivi par leur dif f erenciation ; 
et une zone de fixation (zone III), formee de cellules 
dif f erenciees infeqtees par les bacteries, et ou 
intervient la fixation de 1' azote. 

15 Au cours de cette etude, les Inventeurs ont 

isole, a partir de nodosites de luzerrie {Medicago 
sativa) , un gene, denomme ci-apres ccs52r jouant un role 
essentiel dans 1' arret du cycle cellulaire et 1' induction 
de 1' endoreplication. En utilisant une sonde d'ADNc du 

20 gene ccs52 de Medicago sativa ils ont egalement isole un 
gene homologue chez Medicago truncatula . 

Les genes- ccs52 de Medicago sativa {.ccs52Ms) , 
et de Medicago truncatula {ccs52Mt) codent pour un 
polypeptide de 47 5 acides amines, ayant une masse 

25 moleculaire theorique de 52 kDa. Ces polypeptides sont 
respectivement denommes ci-apres CCS52Ms et CCS52Mt ; les 
sequences de CCS52Ms et CCS52Mt ne different que par 2 
residus en positions 16 (R/G) et 141 (V/I) . 

Ces 2 proteines comprennent des motifs WD 

30 repetes, et peuvent ainsi etre rattachees a la 
superfamille des proteines a motifs WD repetes. . 

Les motifs WD reputes comprennent environ 40 
aminoacides contenant un certain nombre d' acides' amines 
conserves dont le motif WD (Trp-Asp) qui se situe 

35 frequemment k une extremite du motif repete [NEER et al., 
Nature, 371, pp. 297.-300, (1994)]. Les membres de ce.tte 



BNSDOCID: •<WO 9964451 A2_L> 



wo 99/64451 



3 



PCT/FR99/01342 



fainille regulent differentes fonctions, telles que la 
transduction de signal, la transcription, I'epissage de 
pre-ARNm, 1' organisation du cytosquelette , la fusion 
vesiculaire ou le. cycle cellulaire. Bien que la structure 
5 generale soit globalement similaire dans toutes les 
proteines, la grande variete f onctionnelle des motifs WD 
repetes suggere que ces motifs se sont differencies et 
sent devenus f onctionnellement specialises. Une homologie 
f onctionnelle se reflete dans le nombre de motifs WD 

10 repetes, par une homologie importante des motifs WD 
repetes a des positions equivalentes dans differentes 
proteines, par rapport a d'autres motifs repetes dans les 
memes proteines, et par une similarite significative des 
extremites C et N terminales. 

15 La comparaison de la sequence de CCS52Ms avec 

les sequences de proteines connues, en utilisant le 
programme GAP de GENETICS COMPUTER GROUP [parametres : 
gap weight : 1,000 ; length weight : 0,100 ; average 
match : 0,540 ; average mismatch : 0, 396] a fait 

20 apparaitre une homologie elevee avec des proteines a 
motifs WD40 repetes qui interviennent dans la regulation 
du cycle cellulaire, et plus specif iquement, avec les 
proteines FZR de Drosophile (57% d' identite) , HCTl de 
Sac char amy ces cerevisiae (46% d'identite), et SRWl de 

25 Schizosaccharomyces pomhe (52% d' identite) , qui 
appartiennent a la famille « fizzy-related » (FZR) . Les 
recherches effectuees dans des bases de donnees de 
sequences en utilisant le programme BLAST [ALTSCHUL et 
al. -Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, (1997)] ont 

30 egalement fait apparaitre une homologie importante de 
CCS52MS avec les proteines FZR de Drosophile (56% 
d'identite ; 70% de similarite), et SRWl de 
Schizosaccharomyces pombe (51% d'identite ; 67% de 
similarite) mentionnees ci-dessus, ainsi qu' avec le 

35 produit du gene fzr de X. laevis (58% d'identite ; 73% de 
similarite) . 
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Les proteines FZR induisent la degradation des 
cyclines mitotiques, et interviennent dans la transition 
entre la proliferation et la dif f erenciation cellulaire. 
II a ainsi ete montre chez la Drosophile que le gene fzr 
5 est exprime en fin de proliferation cellulaire pendant 
1' embryogenese. Le produit de ce gene entralne une 
diminution des cyclines mitotiques, et est necessaire 
pour 1' arret de la proliferation cellulaire et le debut 
des endocycles [SIGRIST et LEHNER. Cell, 90, pp. 671-681, 

10 (1997)]. Chez SaccharomycBS cerevisiae, HCTl est 
necessaire pour la proteolyse de la cycline mitotique, 
Clb2 [SCHWAB et al . , Cell, 90, pp. 683-693, (1997)]. Chez 
Schlzosaccharomyces pombe, le produit du gene srwl 
controle le cycle cellulaire et la dif f erenciation en 

15 regulant negativement les complexes Cdc2/CDC13 (cycline 
de type mitotique) [YAMAGUCHI et al,, Mol . Biol. Cell., 
8, 2475-2486, (1997)]. Les proteines FZR ont done un role 
different de celui des autres proteines a motifs WD 
repet^s, qui interviennent au niveau de la proliferation 

20 cellulaire. 

Chez les plantes, aucune proteine de la 
famine FZR n' a ete decrite anterieurement a CCS52MS- 

L' existence d'un gene codant pour une proteine 
a motifs WD4 0 repetes et son isolement a partir d'ADNc de 

25 carotte ont ete recemment decrits [LUO et al.. Plant Mol- 
Biol., 34, pp. 325-330, (1997)]. Cependant, le produit de 
ce gene presente une plus faible homologie (4 4% 
d' identite et 63% de similarite sur la comparaison de 
sequences effectuee avec le programme BLAST) avec la 

30 proteine CCS52MS, que les proteines FZR d' invertebres et 
de levure ; cette proteine de carotte est apparentee aux 
proteines cdc20, p55, et fizzy, et appartient done a un 
sous-groupe de proteines a motifs WD40 repetes distinct 
du sous-groupe FZR. 

35 La recherche d'homologues de CCS52Ms dans une 

base de donnees du genome d' Arabidopsis thaliana a fait 
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apparaitre une sequence peptidique deduite d' un clone 
genomique (AB005230) et presentant 64% d' identite avec 
CCS52iyis, ce qui montre 1' existence d' h.omologues du gene 
ccs52Ms Chez d'autres plantes. Uhe autre sequence 

5 peptidique egalement deduite d'un clone genomique 
d' Arahldopsis thaliana (AL031018, publiee le 17 septembre 
1998) presente 80% d' identite avec CCS52MS (44% 
d'identite et 63% de similarite sur la comparaison de 
sequences effectuee avec le programme BLAST) . 
0 La figure lA represente un dendrogramme de la 

famille des proteines a motifs WD4 0 repetes, qui montrent 
que les proteines CCS52 forment avec les autres proteines 
FZR, une sous-famille representant une branche qui a 
evolue separement de celles respectivement constituees 
5 par les proteines CDC20, P55, et fizzy. 

Les figures IB et IC representent 
1' alignement, effectue en utilisant le logiciel 
« PRETTYBOX », de la sequence CCS52 de Medicago sativa, 
(MSCCS52) et des sequences FZY et FZR de Drosophile 

:0 (DmFZY et DmFZR) , HCTl de Saccharomyces cerevisiae 
(ScHCTl), SRWl de Schizosaccharomyces pombe (SpSRWl) , FZY 
d' Arahidopsis thaliana (AtFZY) , et des 2 polypeptides 
d' Arajbidopsis thaliana (AtCCS52A = peptide deduit de 
AL031018, et AtCCS52B = peptide deduit de AB005230) . 

25 La proteine CCS52Ms contient 7 domaines a 

motifs WD40 repetes, situes dans les portions centrale et 
C-terminale de la molecule (1' emplacement de ces domaines 
numerotes de I a VII, est indique sur. les figures IB et 
IC, au dessus de I'alignement des sequences). Ces 

30 domaines ne presentent que peu d'homologie entre eux, 
d'ou I'on peut conclure qu' ils representent des sites 
d' interaction avec des proteines differentes. Le dernier 
domaine {VII) comprend un site potentiel de liaison pour 
les cyclines- 

35 Dans la partie N-terminale de la proteine 

CCS52MS, sont localisees une sequence peptidique 
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(DRFIPSR) qui correspond a un motif present chez les 
prbteines FZR ainsi que chez d' autres proteines a motifs 
WD40 repetes telles'que cdc20, p55 et fizzy, ainsi qu'une 
sequence peptidique (AYTTLLRTALFG) qui correspond a un 
motif specifique de la famille FZR, absent des autres 
proteines a motifs WQ40 repetes (1' emplacement de ces 
motifs, respectivement denommes I et II, est indique sur 
ia figure IB au-dessus de I'alignement des sequences). 

Des sites potentiels de phosphorylation par 
des CDK (cyclin dependent kinases ou kinases cyclines- 
dependantes ) , sont localises dans la portion N-termiriale, 
aux positions 43 (SPSR) , 99 (TPEK) , 144 (SPVK) , 154 
(RSP) , et 155 (SPYK) , ainsi que dans la portion 
terminale a la position 454 (SPK) , de CCS52Ms. Les sites 
situes aux positions 43 et 144 sont egalement presents 
chez d' autres proteines FZR, tandis que les sites situes 
aux positions 99, 154, et 155 paraissent plus specifique 
des proteines CCS52 de plantes ; le site C-terrainal en 
position 454 apparait egalement specifique des proteines 
CCS52 de plantes. 

Una sequence de 15 acides amines 
RDNSPPPEPSPESLR coramengant au residu 16, et correspondant 
a un motif de degradation proteique PEST est egalement 
presente dans la portion N-terminale de CCS52MS. Ce motif 
permet probablement , par 1' intermediaire de la 
degradation de CCS52, de -reguler ses interactions avec 
d' autres proteines. 

La . structure de la proteine CCS52Ms est 
schematisee sur la figure 2, sur laquelle sont indiques 
la position des motifs WD-40, des sites de 
phosphorylation (P), du motif PEST, et des motifs I et 
II. 

La sequence de I'ADNc de Medicago sativa clone 
par les inventeurs est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO:l ; la 
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sequence de , la proteine CCS52Ms correspondante est 
representee sous le numero SEQ ID NO: 2. 

La region 3' non-traduite du transcrit de cet 
ADN comprend 2 sequences AUUUA, qui correspondent a des 
5 sequences d' instabilite des ARNm, et peuvent done jouer 
un role pour reguler la quantite de transcrits de ccs52. 

Les Inventeurs ont recherche la presence 
d'homologues de ccs52Ms par transfert de Southern, chez 
des especes diploides et tetraploides de Medicago, ainsi 
10 que Chez d' autres plantes, en particulier le tabac, la 
tomate, la pomme de terre, le soja, le ble et le riz : 
dans tous les cas plusieurs bandes ont 6te detectees, ce 
qui indique que ccs52 represente bien une famille de 
g6nes vegetaux apparentee a la famille fzr. 
15 Les Inventeurs ont etudie in vivo I'activite 

de la proteine CCS52Ms et ont montre qu'elle intervenait 
dans la regulation de la dif f erenciation cellulaire, en 
favorisant 1' endoreplication. En. particulier, 

1' expression de la proteine CCS52Ms dans des plantes 
20 transgeniques induit chez celle.s-ci une augmentation de. 
1' endoreplication et du niveau de ploxdie des cellules 
des. plantes. Cet effet serait la consequence d' un blocage 
de la mitose par 1' activation de la degradation des 
cyclines mitotiques, ce qui entralnerait une conversion 
25 des cycles mitotiques en endocycles constitues des. phases 
G1-S-G2. La repetition des endocycles a pour resultat 
1' amplification du genome et 1' augmentation de la 
ploidie, correlee h une augmentation du volume 
cellulaire. 

30 La presente invention a pour objet une 

proteine vegetale a motifs WD40 repetes, denommee CCS52, 
caracterisee en ce qu'elle appartient a la sous-famille 
FZR. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
35 presente invention ladite proteine vegetale presente au 
moins 45%, et de preference au moins 55% d' identite a_vec 
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le polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 ou au moins 60% et 
de preference au moins 70 % de similarite avec le 
polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2. 

La presente invention englobe en particulier 
5 la proteine CCS52Ms, ses isoformes, ainsi que les 
proteines autologues de Medicago et les proteines 
orthologues d' autres vegetaux, pouvant etre rattachees a 
la famille des proteines FZR. 

L' invention englobe egalement des proteines 

10 derivees des proteines CCS52, par addition, deletion ou 
substitution d' un ou plusieurs acides amines ou d'une ou 
plusieurs sequences d' acides amines ; il peut s'agir par 
exertiple de proteines dans lesquelles des modifications 
ont ete apportees en dehors des regions f onctionnelles , 

15 ou bien de proteines dans lesquelles des modifications 
ont ete apportees pour modifier leur activite, par 
exemple de proteines stabilisees par deletion du motif 
PEST. 

La presente invention a egalement pour objet 

20 un fragment d' acide nucleique purifie, caracterise en ce 
qu'il comprend tQut ou partie d'une sequence codant pour 
une proteine CCS52, telle que definie ci-dessus, ou de sa 
sequence complementaire . Dans ce cadre, la presente 
invention englobe en particulier les ADNc et les ADN 

25 genomiques des proteines CCS52. 

Des fragments d' acide nucleiques, conformes a 
1' invention peuvent etre aisement identifies et clones en 
criblant des banques d'ADNc ou d'ADN genomique de plantes 
a I'aide d' oligonucleotides derives de la sequence de 

30 ccs52Ms, et notamment d' oligonucleotides derives des 
regions de cette sequence specifiques des proteines FZR, 
et en particulier des proteines CCS52. 

Les proteines CCS52 peuvent etre produites, en 
particulier, en exprimant ces sequences d' acide nucleique 

35 dans des cellules hotes. 
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La presente invention a egalement pour objet. 
1' utilisation" d' une proteine CCS52, telle que definie ci- 
dessus ou d'une sequence d' acide nucleique codant pour 
tout ou partie de ladite proteine, ou de sa sequence 
5 complementaire, pour reguler la dif f erenciation et la 
proliferation de. cellules vegetales. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation d' une proteine de la sous-f amille FZR ou 
d'une sequence d'acide nucleique codant pour tout ou 

10 partie de ladite proteine^ ou de sa sequence 
complementaire, pour reguler la dif f erenciation et la 
proliferation de cellules vegetales. 

On peut citer parmi de telles proteines, la 
proteine FZR de drosophile ou la proteine FZR de levure. 

15 La modification de 1' expression et/ou de 

I'activite de proteines CCS52 dans des cellules de 
plantes permet de modifier le cycle cellulaire, en 
favorisant soit la proliferation soit la dif f erenciation, 
et de controler ainsi le processus de developpement , afin 

20 d'obtenir par exemple une stimulation de •1'' embryogenese 
somatique, d'augmenter la regeneration in vitro de 
plantes a partir des cals, en augmentant la conversion en 
embryons, ou de favoriser le developpement de certains 
organes, par exemple d' augmenter la productivite des 

25 tissus de reserve en augmentant leur endoploidie. 

On peut en particulier utiliser les sequences 
d'ADNc de proteines CCS52 ou des portions de ces 
sequences d'ADNc, ou de leur transcrits sens ou 
antisens ; . il peut s'agir par exemple de la totalite 

30 d'une sequence codant pour une proteine CCS52Ms, ou d'une 
portion de cette sequence codante, et/ou de tout ou 
partie des regions 5' et 3' non traduites. Ces sequences 
peuvent etre utilisees en orientation sens, ou si I'on 
souhaite inhiber 1' expression de la proteine CCS52Ms dans 

35 une plante ou dans un tissu ou organe de celle-ci, en 
orientation antisens. > 
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La presente invention englobe egalement des 
constructions d'ADN recombinant, contenant au moins une 
sequence d'acide nucleique conforme a 1 'invention . 

Generalement , ladite sequence d'acide 
5 nucleique sera placee sous contrdle transcriptionnel d' un 
promoteur approprie - 

Avantageusement , on pourra ainsi utiliser un 
promoteur fort, pour augmenter, dans les cellules bote, 
les niveaux d' expression de la proteine CCS52 ; il pourra 
10 s'agir d'un promoteur inductible ou bien d'un promoteur 
constitutif/ d'un promoteur ubiquitaire, ou d'un 
promoteur tissu-specif ique - 

L' utilisation de • promoteurs inductibles permet 
d' obtenir un blocage de la mitose, et 1' induction de 
15 1' endoreplication au moment souhaite, L' utilisation de 
promoteurs tissu-specif iques permet de cibler 1' action de 
la proteine CCS52 sur certains tissus et organes {par 
exemple, des tissus de reserve) . 

A titre d'exemples de promoteurs forts 
20 utilisables dans le cadre de la presente invention, on 
citera : le promoteur CaMV35S [BENFLY et al, Science, 
250, pp. 959-966, (1990)] ; le promoteur 35S ; les 
promoteurs Agrojbacterium tumefaciens T-DNA : nopaline 
synthase, octopine synthase, mannopine synthase, 1' , 2' 
25 [SANDERS et al.. Nucleic Acid Res., 15, pp. 1543-1558, 
(1987) ; HOOYKAAS and S'CHILPEROORT, Plant. Mol . Biol., 
19, pp. 15-38, (1992) ] . 

A titre d'exemples de promoteurs inductibles 
utilisables dans le cadre de la presente invention, on 
30 citera : le promoteur inductible par la tetracycline 
[WEINMANN et al.. Plant J., 5, pp. 559-569, (1994)] ; le 
promoteur inductible par le cuivre [METT et al . , 
Transgenic Res., 5, pp. 105-113, (1996)] ; le promoteur 
inductible par les glucocorticoides [AOYAMA et CHUA, 
35 Plant. J., 11, pp. 605-612, (1997)]. 
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A titre d' examples de promoteurs tissu- 
specifiques utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on citera : le promoteur endosperme-specif ique 
[OPSAHL-FERSTAD et al.. Plant J., 12, pp. 235-246, 
5 (1997) ; DOAN et al . , Plant Mol. Biol., 31, pp. 877-886, 
(1996) ; les promoteurs nodosites-specif iques {enodl2A/3 
ou leghemoglobine) [TRINH et al.. Plant Cell Reports, 
(17, pp. 345-355, (1998) ; VIJN et al.. Plant Mol. Biol., 
28, pp. 1103-1110, (1995)] ou bien des promoteurs 

10' precoces inductibles par le facteur Nod et des promoteurs 
tardifs (promoteur de la cycline D ou des nodulines 
tardives (type leghemoglobine) et promoteurs regules par 
des hormones, tels que parA/B [TAKAHASHI et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci . USA, 87, pp. 8013-8016, (1990)], GH3 

15 [LIU et al., Plant Cell, 6, pp. 645-657, (1994)]. 

L' Invention englobe en particulier des 
vecteurs recombinants portant au moins un insert 
contenant un fragment d'ADN conforme a 1' invention. Ces 
vecteurs sont utilisables pour transformer des cellules 

20 hotes. 

L' Invention a egalement pour objet des 
cellules et des organismes pluricellulaires transformes 
par au moins une sequence d'acide nucleique conforme a 
1* invention ; il s'agit en particulier de cellules 

25 vegetales ou de vegetaux. 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, et se 
ref6re a * des exemples non limitatifs illustrant 
1' identification, le clonage. et 1' expression du gene 

30 CCS52MS. 

EXEMPI.E 1 : CLONAGE ET SEQUENCA6E D'UN ADNC DE CCS52MS. 

Un clone d'ADNC de CCS52MS a ete obtenu par 
criblage differentiel a partir d'une banque d'ADNC de 
nodosites de Medicago sativa, fortement stimulees pendant 
35 1' organogenese nodulaire. 

Le protocole suivant a ete utilise : 
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L'ADNc de ccs52Ms de M. sativa est isole par 
la technique de DD-RT-PCR (Differential Display RT-PCR) 
[LIANG et PARDEE, Science, 257, pp. 967-971, (1992)], en 
utilisant les kits RNAimage® (GENHUNTER CORPORATION) . Les 
5 echantillons d'ARN sont isoles a partir de la zone 
racinaire sensible au facteur Nod . de jeunes plants de 
M. sativa (croissance dans un milieu limite en nitrate) , 
en 1' absence de bacteries ou inocules par des souches de 
R. melilotl Nod+ (EK1433) ou Nod- (EK133) pendant 

10 4 jours. Le fragment de DD-RT-PCR ccs52MSj. presentant une 
augmentation de 1' expression des nodosites, est clone 
dans le vecteur de clonage pCT-TRAP (GENHUNTER 
CORPORATION) et utilise comme sonde pour I'isolement des 
clones complets a partir d' une banque d'ADNc de nodosites 

15 de M. sativa sp. ^ varia A2, construite dans A.-ZAP 
(STRATAGENE) (CRESPI et al., EMBO J., 1994, 13, 5099- 
5112) - 

Sept clones d'ADNc, obtenus a partir de 2.10^ 
phages, representent 2 types d'ADNc differant I'un de 

20 1' autre uniquement au niveau de 4 acides amines (ISR-G, 
17D-N, 33S-N, 52R-G) et de la longueur du fragment 3'UTR. 
Une identite de 99% des clones, au niveau de la sequence 
en acides amines, suggere qu' ils representent des alleles 
du meme gene chez M. sativa tetraploide allogame. 

25 Le s^quengage des ADNc de ccs52Ms est effectue 

avec le systerae ABIprism de PERKIN-ELMER- 

Les clones genomiques ccs52Ms et ccs52Mt sont 
isoles a partir de banques genomiques de M. sativa cv. 
Nagyszenasi et M. trucatula ecotype GHOR, en utilisant 

30 I'ADNc de ccs52Ms comme sonde d' hybridation . Ces banques 
genomiques sont construites par digestion partielle de 
I'ADN genomique avec 1' enzyme de restriction Mbol et le 
clonage des fragments d'ADN de taille comprise entre 15 
et 20 Kb dans le site BamHI de X-EMBL4 . 
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EXEMPLE 2 : IDENTIFICATION DE LA FAMII-I.E DU GENE CCS522dS 
DANS MEDICAGO ET SON EXPRESSION DANS DIFFERENTS ORGANES 
VEGETAUX, 

L' existence de copies multiples du gene ccs52 
5 est recherchee par hybridation de type Southern dans des 
cultivars tetraploides de M. sativa Nagyszenasi et 
Cardinal et chez M. truncatula diploide autogame, une 
plants modele dans la recherche sur les legumes. 

L'ADN des plantes est isole a partir des 
10 feuilles jeunes, en utilisant le kit d' extraction NUCLEON 
PHYTOPURE DNA (AMERSHAM) . 

Les echantiilons d'ADN sent digeres par EcoRI 
et transferes sur membrane de nylon BIOTRANS (+) (ICN) . 

L' hybridation de Southern est realisee 
15 conformement aux protocoles classiques [ (SAMBROOK, 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd edn.. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, New York, (1989) 
AUSUBEL, Current Protocols in Molecular Biology, (1989)], 
dans des conditions stringentes a 65 °C (hybridation dans 
20 un tampon CG ; lavage : 2 x SSC, 0,1% SDS pendant 2 fois 
15 mn, puis 0,5 x BSC, 0,1% SDS pendant 2 fois 30 min,)- 

L' expression de ccs52Ms est etudiee par 
analyse de Northern. 

L'ARN total est isole a partir de differents 
25 organes de M. sativa cultivar Sitel : 

- k partir des racines, inoculees pendant 
4 jours avec le mutant Nod- melllotx (EK133) et avec 
la souche surproductrice de facteurs Nod (EK1433) ; 

-■-a partir des nodosites, 12, 19, 23 et 30 
30 jours apres une infection par -R. meliloti, et, 

- a partir des tiges, des hypocotyles, des 
feuilles, des bourgeons, des fleurs, des racines de 
plants de 3 jours, de 7 jours, des racines privees 
d' azote et ne presentant pas de pointes racinaires, des 

35 racines de 7 jours, sans pointes racinaires, mises en 
culture en presence de nitrate, des nodosites spontanees 
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" developpees en 1' absence de R. melilotir et des pointes 
racinaires ou de culture de cellules de M. satlva sp. 
varia A2 . 

100 mg de chacun des organes testes, collectes 
5 sous azote liquide, sont utilises pour 1' extraction de 
I'.ARN (RNEASY PLANT, QUIAGEN) . 

L'ARN est charge (10 \ig par ligne) sur un gel 
denaturant (formaldehyde) [SAMBROOK, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual 2nd edn.. Cold Spring Harbor Laboratory 

10 Press, New York, (1989)]. 

Le transfert d'ADN est effectue dans une 
solution de transfert 10 x SSC [CHOMCZYNSKI et al . , 
Analytical Biochemistry, 221, pp. 303-305, (1994)]. 

Aussi bien dans le cas de 1' hybridation 

15 Southern que dans le cas de 1' hybridation Northern, le 
fragment d'ADNc ccs52Ms est marque avec du [a-^^P] dCTP 
(Kit MEGAPRIM, AMERSHAM) . L' hybridation avec la sonde 
Msc27 sert de controle pour le chargement de I'ARN 
[SAVOURE et al., EMBO J., 13, pp. 1093--1102, (1994)]. 

20 Les resultats du transfert de Southern 

montrent que la sonde s'hybride avec differents fragments 
EcoRI de I'ADN genomique de M, sativa ou M. truncatula , 
ce qui indique que ccs52Ms represente chez Medlcago, une 
famille multigenique . 

25 Les resultats du transfert de Northern obtenus 

avec I'ARN total de racines inoculees avec le mutant Nod" 
EK133 de R. meliloti, ou avec la souche EK1433 
surproductrice de facteurs Nod et avec I'ARN extrait des 
nodosites, 12, 19, 23 et 30 jours apres infection avec 

30 R, meliloti montrent qu'on n' observe dans I'ARN total de 
racines,. qu'une faible quantite de transcrits, ce qui 
reflete la faible proportion des cellules impliquees dans 
1' organogenese des nodosites par rapport au nombre total 
de cellules des racines. En revanche, dans les nodosites 

35 de differents ages on observe un niveau eleve de 
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transcription, qui reflate la persistance des meristemes 
apicaux et des zones de dif f erenciat ion , 

Les resultats de transfert de Northern obtenus 
avec les ARN totaux de : 1: culture de cellules de M, 
satlva sp. ^/aria A2 , 2: tiges, 3: hypocotyles, 4: 
feuilleSr 5: bourgeons floraux, 6: fleurs, 7: racines de 
pousses de 3 jours, 8: racines de pousses de 7 jours, 
privees d' azote, depourvues d'extremite, 9: pointes 
racinaires de 7 jours, cultivees en presence de nitrates, 
depourvues d' extremite, 10: nodosites spontanees 
developp6es en absence de R. melloti, 11: nodosites 
fixatrices d' azote, 12: extremites de pointes racinaires, 
montrent que 1' expression du ccs52Ms n' est pas limitee 
aux nodosites, bien que cet organe soit celui qui 
contienne le niveau de transcrits le plus eleve. 

Ces transcrits sont en effet presents en 
quantites variables pratiquement dans tous les organes, 
ce qui indique que cette proteine intervient dans le 
developpement de chacun d'entre eux. Mis a part les 
nodosites, le niveau de transcription est egalement eleve 
Chez les jeunes pousses, et dans les cultures 
cellulaires, ou I'on detecte en outre un ARNm de plus 
petite taille qui peut correspondre soit a une 
polyadenylation differente, soit a 1' expression d' une 
copie homologue du gene. 

Des analyses par hybridation in situ ont 
egalement ete effectuees, et montrent que I'ARNm de 
ccs52Ms est localise principalement dans la zone de 
dif ferenciation, et en particulier a 1' interface entre 
les zones II et III de la nodosite, qui sont les regions 
ou la dif ferenciation est la plus active, 

Parallelement , on observe dans les memes zones 
une expression des cyclines de type Gl et mitotiques, 
ainsi que de I'histone H3 specif ique de la phase S. 

Ceci indique que CCS52Ms intervient dans la 
regulation du cycle cellulaire, probablement d'iine 
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maniere similaire a ses homologues de la levure et de la 
drosophile, c' est-a-dire par 1 ' intermediaire de la 
proteolyse de cyclines mitotiques, qui inhibe la mitose 
et induit des cycles d' endoreplication . 
5 EXEMPIiE 3 : EXPRESSION DE CCS52MS CHEZ 

SCHIZOSACCHAROMYCES FOMBE 

L' expression de CCS52iyis a ete etudiee chez 
S. pombe chez qui un . homologue fonctionnel (SRWl) a ete 
decrit recemment (YAMAGUCHI;. publication precitee). Le 
10 gene codant pour CCS52Ms a ete clone dans le plasmide 
pREPl sous controle du promoteur nmtl repressible par la 
thiamine. 

L'ADNc de ccs52Ms obtenu apres coupure de 
A.-ZAP (STRATAGfeNE) est digere avec Agel et partiellement 

15 avec EcoRV. Le fragment Agel-EcoRV de 1^6 kb representant 
la region codante, a 1' exception des 4 premiers codons, 
est clone dans un vecteur SKII BLUESCRIPT (STRATAGfeNE) 
digere par Xmal (compatible avec Agel) et EcoRV. A partir 
de ce plasmide {pSK52B) , I'ADNc de ccs52Ms est coupe par 

20 digestion BamHI-EcoRV et clone dans les sites BamHI-Smal 
du plasmide pREPl [MAUNDRELL et al., Gene, 123, 
pp. 127-30, (1993)]. Pour generer un cadre de lecture en 
phase avec le codon de traduction ATG present dans le 
vecteur sous controle du promoteur nmtl, I'ADN est digere 

25 avec BamHI et I'extremite 5' est completee en presence 
d' enz-yme de Klenow et de dNTPs. La religature des 
extremites a bouts francs entraine une fusion correcte, 
egalement verifiee par sequengage. Ce plasmide^ denomme 
pREP52, est utilise pour transformer des cellules 

30 competentes S. pombe SP-QOl et les transf ormants sont 
selectionnes sur des plaques d' agar EMM-thiamine, en 
utilisant le kit ESP (STRATAGENE) , Les vecteurs pREPl 
[MAUNDRELL et al., Gene, 123, pp. 127-30, (1993)] et 
pESPl (STRATAGENE) sont utilises comme controles 

35 negatifs ; le controle positif est constitue par srwl 
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clone dans pREPl [YAMAGUSHI et al, Mol. Biol. Cell,, 8, 
pp, 2475-2486, (1997) ] . 

Les transf ormants de S. pombe SP-QOl sent 
cultives dans 2 ml de milieu EMM-thiamine 5 iiM pendant 
5 32 h a 30°C. Les cellules sent lavees 2 fois avec 10 ml 
d'eau sterile et remises en suspension dans 5 ml de 
milieu EMM. Les suspensions cellulaires sont divisees en 
deux moities : 2,5 ml sont cultivees avec de la thiamine 
et 2,5 ml sont cultivees sans thiamine, a 30°C. Des 

10 aliquots de cultures sont preleves apres 16 h et 24 h de 
culture et fixes avec de I'ethanol, colores avec du DAPI 
ou de I'iodure de propidium pour une analyse en 
cytometrie de flux et en microscopie [BEACH et al, Curr. 
Genet., 10, pp. 297-311, (1985)]. 

15 En presence de thiamine., 1' expression de 

CCS52MS est reprimee et on observe une croissance 
norma le. 

En 1' absence de thiamine, 1' expression de 
CCS52MS entralne 1' inhibition de la croissance de 

20 S. pomjbe, qui s'accompagne d'une endoreplication comme 
I'illustre la figure 38, qui montre la presence de noyaux 
>.4C, qui n'est pas observee dans les cellules controles 
de S. pombSr portant le vecteur vide pREPl (figure 3A) , 

La morphologie des cellules est egalement 

25 modifiee par 1' expression de CCS52Ms, On observe un 
allongement des cellules et une augmentation de la taille 
des noyaux, identiques a ceux observes lors de 
I'expression de SRWl [YAMAGUSHI et al, Mol. Biol. Cell., 
8, pp. 2475-2486, (1997)], tandis qu'^aucun changeraent 

30 morphologique n' est observe lorsque S. pomjbe ne porte que 
le vecteur pREPl. 

Chez S. pomjbe,. SRWl est essentiel pour la 
degradation de la cycline mitotique CDC13. Pour verifier 
si CCS52 agit de la meme maniere, la quantite de CDC13 a 

35 ete evaluee dans des cultures d'une souche (SYl) de S. 
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pombe, porteuse d' une deletion dans le gene srwl, et ne 
degradant pas CDC13. 

Les proteines totales obtenues a partir de 
cultures de SYl transf ormees avec pREPl (temoin) ou avec 
5 pREPl-*ccs52 ont ete analysees par transfert de Western, 
et revelation a I'aide d'anticorps anti-CDC13. 

Parallelement , 1' expression de la kinase CDC2 
et celle de I'a-tubuline ont respectivement ete evaluees 
par revelation a I'aide d'anticorps anti-PSTAIR et anti 
10 a-tubuline. 

Les resultats obtenus montrent une reduction 
tres importante de la CDC13 dans les cellules 
transf ormees avec pREPl-ccs52 par rapport aux cellules 
- temoin. En revanche, il n'y a aucune variation de la CDC2 
15 et de 1' a-tubuline . 

Ces resultats confirment que CCS52 est un 
equivalent fonetionnel de SRWl, 

EXEMP3LE 4 OBTENTXON DE PLANTES TBANSCTNIQUES 

TRZVNSFOBlylEES PAR I£ GENE CCS52MS . 

20 1*^ Expression d'un "transcri-b antisens et son action sur 
le niveau de ploidxe de Med±cago t3ruacatri2a . 

Dans un premier temps, le niveau de ploidie de 
differents organes de Medicago truncatala (plante 
natoxrellement diploide) a ete determine, par cytometrie 
25 de flux, Chez des plantes non-transf ormees . 

La technique .utilisee est la suivante : 
I'ADN nucleaire des plantes fraichement 
recoltees est analyse par cytometrie de flux (EPICS V, 
Coulter), conformement a la methode de BROWN et al., (A 
30 laJboratory guide for Cellular' and Molecular plant 
Biology, 1991, 326-345, ed. Negrutiu et al . , Birkhauser, 
Basel) , modifiee de telle sorte que les noyaux soient 
colores avec du DAPI a une concentration finale de 
5 fig/ml. Le tampon nucleaire I est utilise a 1% de Triton 
35 X-100 pour les nodosites. 
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Dans les jeunes pousses, on trouve une 
quantite d'ADN de 2C a 8C dans la racine et le cotyledon, 
alors que I'hypocotyle contient egalement des noyaux a 
16C. Chez les plantes adultes, les feuilles sent 
diploides, contenant 95% de noyaux a 2C et 5% de noyaux a 
4C. Dans les petioles et les nodosites, des noyaux de 2C 
a 32C ont ete detectes. Toutefois, le petiole contient 
ma joritairement des noyaux a 2C, alors que les nodosites 
contiennent ma joritairement des noyaux ^ 4C. 

Un fragment Sstl-PvuII de l,2kb contenant les 
3/4 de la sequence codante de ccs52Ms, a ete place en 
orientation antisens sous controle du promoteur 35S, dans 
-un vecteur binaire obtenu a partir du vecteur pGPTV-BAR, 
portant le gene bar de resistance a 1' herbicide BASTA 
comme marqueur de selection, et des sites de clonage 
multiple. Cette construction est obtenue en inserant le 
promoteur 35S dans un fragment Hindlll-Xbal (obtenu a 
partir de pBI121, CLONTECH) , dans les sites Hindlll-Xbal 
du vecteur pGPTV-BAR. Le gene uidA est ensuite elimine du 
plasmide pGPTV-BAR par digestion Xbal-SstI au niveau du 
site multiple de clonage. 

Pour obtenir la. construction antisens de 
ccs52Ms, le fragment Sstl-PvuII de 1,2 kb est clone au 
niveau des sites Smal-SstI du vecteur binaire ainsi 
obtenu, 

Ces plasmides ainsi qu'un plasmide controle, 
contenant le gene gus au lieu de la construction ccs52 
antisens ont 6te introduits dans Agroibacterium 
tumefaciens {EHA105) par electroporation et utilises pour 
transformer Medicago truncatula R108-1 selon le protocole 
decrit par HOFFMANN et al. [Mol. Plant Microbe 
Interaction, 10, pp. 307-315, (1997)] ; TRINH ET AL. 
[Plant Cell Reports, 17, pp. 345-355, (1998)]. 

Le niveau de ploidie des plantes transgeniques 
obtenues a ete analyse, comme decrit ci-dessus et le 
niveau de transcrits endogenes a §te evalue par RT-PCR- 
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Pour discriminer les transcrits endogenes de ccs52Mt des 
transcrits antisens, on utilise pour les transcrits 
endogenes la paire d' amorces P55CL/P55CR et pour les 
transcrits antisens, la paire d' amorces P55BL/P55CR. 
5 P55BL : TTTGGGGGTTGATGATTGTG 

P55CL : CTCTCTACCGTTCTATCTCTTGGGA 
P55CR : GGTAAAGATGCTACTTTGGTGGTGT 

La position de ces amorces est schematisee sur 

la figure 4. 

10 La figure 5A montre les resultats d' evaluation 

de la quantite de transcrits ccs52Mt endogenes : 

par RT-PCR (□) dans les lignees transgeniques Al A3 
A4 A7 et A32 et dans les plantes temoin contenant le 
gene gus {Czn) r et 

15 - par transfert de Northern (H) dans les plantes A4 et 

C2n- 

Les resultats d' analyse en cytometrie de flux 
sont illustres par la figure 5B, pour . les petioles de 
plantes temoin contenant le gene gus, diploides (Can) ou 

20 tetraploides (C4n) , et de plantes de la lignee A4 . 

Sur 38 plantes transgeniques regenerees, 3(A4, 
A7 et A32) ont montre une endoploidie signif icativement 
reduite, et notamment la plante A4 . C'est egalement dans 
cette lignee que le niveau d' expression des transcrits 

25 endogenes de ccs52Ms est le plus faible, comme le montre 
la figure 5B. Le fait qu'une reduction de 1' endoploidie 
n'ait jamais ete observee auparavant chez d' autres 
plantes transgeniques et ne soit pas observee chez les 
plantes temoin, permet d' attribuer ce phenomene a 

30 1' alteration de 1' expression de CCS52MS, et non a un 
effet secondaire de la transgenese. 

En outre, la plante A4 produit une quantite de 
graines signif icativement inferieure a celle des plantes 
temoin. D' autre part, elle forme moins de rameaux 

35 lateraux, et n'a developpe que 2 nodules au niveau des 
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racines, au. lieu des 50 nodules en moyenne developpes par 
les plantes temoin cultivees dans les memes conditions. 

L' impact de la suppression partielle de 
1' expression de ccs52 sur le developpement des organes de 
5 la plante a egalement ete determine. Dans ce but, la 
largeur des petioles a ete mesuree et correlee avec de 
pourcentages de noyaux endorepliques (>4C) , chez la 
generation Tl issue de la lignee A4 et chez les plantes 
temoins C2n et C4n- 

10 Les resultats sont illustres par la Figure 6. 

' La Figure 6A qui represente la largeur du petiole en 
fonction du pourcentage de cellules polyploides montre 
que, chez les plantes temoin C2n (18 plantes) , la largeur 
des petioles varie en correlation avec le nombre de 

15 cellules diploides . Dans les plantes issues de A4 
(36 plantes), on observe a la fois une variation plus 
reduite de la taille des petioles et un pourcentage plus 
faible de cellules polyploides, ce qui indique que le 
degre d' endoploidie peut affecter directement la taille 

20 finale des organes vegetaux. 

12 des 36 plantes Tl issues de A4 contiennent 
moins de 6% de noyaux endorepliques (>4C) dans leurs 
petioles (Figure 6B) 'Ces plantes [A4(s)] ont ete 
regroupees et analysees separement du reste des plantes 

25 A4 Tl [A4 (w) ] qui presentent des alterations 
phenotypiques moins importantes. 

La Figure 6C montre que la largeur des 
petioles chez les plantes A4 (w) est comparable a celle 
des plantes temoin diploides Czn ; en revanche, la largeur 

30 des petioles chez les plantes A4 (s) est signif icativement 
inferieure a celle des plantes temoin diploides Czn-et la 
largeur des petioles chez les plantes temoin tetraploides 
C4n/ est signif icativement superieure a celle observee 
chez les plantes diploides. 

35 La taille des feuilles (qui ne contiennent pas 

de cellules endorepliquees et dont 1' endoploidie n' est 
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done pas affectee par le niveau d' expression de CCS52) a 
egalement ete mesuree. Dans ce cas on n' observe aucune 
difference significative entre les plantes A4 (w) , A4 (s) , 
et les plantes temoin diploides C2n- en revanche la taille 
5 des feuilles est signif icativement plus importante chez 
les plantes temoin tetraploides C4n- 

Ces resultats montrent que 1' endoploidie 
affecte la taille des organes vegetaux, et que la 
modification de 1' expression de CCS52 agit a ce niveau 
10 par 1' intermediaire d'une modification de 1' endoploidie - 

2** Expression de la protexne CCS52Ms dans des plaxi'bes 
'bransgeniqnies , 

Des vecteurs d' expression contenant le gene 
ccs52Ms sous controle du promoteur 35S, ainsi que des 

15 vecteurs d' expression comprenant le gene ccs52Ms, sous 
controle d'^uh promoteur tissu-specif ique, ont ete 
construits selon le protocole suivant : 

Pour 1' expression tissu-specif ique de CCS52Ms, 
I'ADNc est place sous le controle des promoteurs 

20 enodl2AMs et Srglb3 decrits par TRINH et al . [Plant Cell 
Reports, 17, pp. 345-355, (1998)]/ en utilisant comme 
vecteur pISV-BMCS, . un derive de pISV2301, et, au lieu du 
promoteur enodl2AMs complet, seulement un fragment de 
0,3 kb de celui-ci, considere comme suffisant pour une 

25 expression nodosite-specif ique [VIJN et' "al.. Plant" Mol. 
Biol., 28, pp. 1103-1110, (1995)]. 

Construction de pISV-BMCS : pISV2301 est digere par 

Hindlll et SstI pour eliminer la sequence du promoteur 

2X35S-AMV, qui est remplace par 1' oligonucleotide BMCS 
30 double-brin suivant : 

AGCTTCCCGGGGGAGCTCTAGACTCGAGCAGCT 

AGGCCCCTCGAGATCTGAGCTCG . . 

Get oligonucleotide contient les sites Smal, 

SstI, Xbal, Xhol. 
35 pISV-BMCS12A est construit par clonage dans 

pISV-BMCS d'un fragment du promoteur enodl2AMs de 0,3 -kb; 
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obtenu a partir du plasmide pPR89 [BAUER et al.. Plant 
J., 10, pp. 91-105, (1996)] . 

PISV-BMCS-LB3 est construit par digestion de 
pISV-BMCS avec Hindlll-SstI et clonage d' un fragment 
5 Hindlll-SstI contenant le promoteur ieghemoglobine de 
Seshania rostrata a partir de pLP32 [TRINH et al. Plant 
Cell Reports, 17, pp. 345-355, (1998)]. 

Ces vecteurs ont ete utilises pour transformer 
Medicago truncatulata selon le protocole decrit ci-dessus 
10 pour les sequences antisens. 

Lors de la regeneration des plantes 
transgeniques, on observe une conversion des cals en 
embryons signif icativement plus importante chez les 
plantes transf ormees avec les constructions exprimant le 
15 gene ccs52Ms, que chez les plantes transf ormees avec la 
construction temoin, ce qui indique un effet positif de 
GCS52MS sur 1' embryogenese somatique. . 
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REVENDICATIONS 
1) Proteine vegetale a motifs WD40 repetes, 
caracterisee en ce qu'elle appartient a la sous-f amille 
FZR. 

5 . 2) Proteine selon la revendication 1, 

caracterisee en ce qu' elle presente au moins 45%, et de 
preference au moins 55% d' identite avec le polypeptide de 
sequence SEQ ID NO : 2 ou au moins 60% et de preference au 
moins 70 % de similarite avec le polypeptide de sequence 
10 SEQ ID NO: 2- 

3) Fragment d' acide nucleique purifie 
caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie d' une 
sequence codant pour une proteine selon la revendication 
1, ou de sa sequence complementaire . 
15 4) Vecteur recombinant contenant un fragment 

d' acide nucleique selon la revendication 3. 

5) Cellule transformee par au moins un 
fragment d' acide nucleique selon la revendication 3. 

6) Cellule transformee selon la revendication 
20 5, caracterisee en ce qu'il s'agit d' une cellule 

vegetale. 

7) Plante transgenique . transformee par au 
moins un fragment d'acide nucleique selon la 
revendication 3- 

25 8) Utilisation d' une proteine selon I'une 

quelconque des revendications 1 ou 2, ou d' une sequence 
d'acide nucleique selon la revendication 3, pour reguler 
la dif ferenciation et la . proliferation de cellules 
vegetales. 

30 9) Utilisation selon la revendication 8, 

caracterisee en ce que ladite proteine ou ladite sequence 
-d'acide nucleique est utilisee pour favoriser 
1' endoploidie dans les cellules d'une plante ou d'un 
tissu vegetal. 

35 10) Utilisation selon la revendication 8, ■ 

caracterisee en ce que ladite proteine ou ladite sequence 
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d'acide nucleique est utilises pour favoriser la 
regeneration In vitro de plantes a • partir de cals en 
• culture . 

11) Utilisation d' une proteine de la sous- 
5 famille FZR ou d'une sequence d'acide nucleique codant 
pour tout ou partie de ladite proteine^ ou de sa sequence 
complementaire, pour reguler la dif f erenciation et la 
proliferation de cellules vegetales- 
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Figure 3A 




Figure 33 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CNRS 

KONDOROSI, Eva 
CEBOLLA, Angel 
KONDOROSIr Adam 

<120> Prot^ine v^g^tale k motifs WD40 repetes, acide 
nucleique codant pour ladite proteine, et leurs 
applications. 

<130> MJPcb644/39 

<140> 
<141> 

<150> FR9807174 
<151> 1998-06-08 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2006 
<212> ADN 

<213> Medicago sativa 

<220> 
<221> CDS 

<222> (182) . . (1609) 
<400> 1 

gattcggcac gaggaagaaa caaagaaact ctctctctct atttctttct ctctgcacaa 60 

ttttcgagta gtgttatttt ttaataaaaa attaattaat ttttttttat ataaaagccg 120 

tgcaaaaaat tcttttacag cgttcttttt tccccgggaa aaaaattaac acagctccgc 180 

c atg gac gga acc ggt aat cga aat cca cca ccg act tec acc gtc aga 229 
Met Asp Gly Thr Gly .Asn Arg Asn Pro Pro Pro Thr Ser .Thr Vai Arg 
1 5 10 . ^5 

gac aat tct cca ccg cct gag cca tea ccg gag agt etc cgt cat gta 277 
Asp Asn Ser Pro Pro Pro Glu Pro Ser Pro Glu Ser Leu Arg His Val 
20 25 30 

age cgt atg ate aac age aac cat tac acc tea cct tct cga aca ate 325 
Ser Arg Met lie Asn Ser Asn His Tyr Thr Ser Pro Ser Arg Thr lie 
35 40 .45 

tac tec gat agg ttc att ccg agt aga tct get teg aaa ttc get ttg 373 
Tyr Ser Asp Arg Phe lie Pro Ser Arg Ser Ala Ser Lys Phe Ala Leu 
50 '55 60 . 

ttt gat ate aat act ccg aca gaa gga cgc gat gat agt tec age get 421 
Phe Asp lie Asn Thr Pro Thr Glu Gly Arg Asp Asp Ser Ser Ser Ala 
65 70 75 80 
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tat acgact ctt ctg aga acg gcg ttg ttt gga ccg gat gtt gcc ggt 4 69 

Tyr Thr Thr Leu Leu Arg Thr Ala Leu Phe Gly Pro Aso Val Ala Gly 
85 90 ' 95 

ccg gtt acg ccg gaa aaa acc gac teg ccg teg atg aca ttg ccg aat 517 

Pro Val Thr Pro Glu Lys Thr Asp Ser Pro Ser Met Thr Leu Pro Asn 

100 105 110 

agg aat att ttt agg tat aag acg gag acg aga cag tec atg cac teg 565 

Arg Asn lie Phe Arg Tyr Lys Thr Glu Thr Arg Gin Ser Met His Ser 

115 120 125 

ctt teg ccg ttt atg gat gat gat ttt gtt cct ggt gtt aat eat agt 613 

Leu Ser Pro Phe Met Asp Asp Asp Phe Val Pro Gly Val Asn His Ser 

130 135 140 

ccg gtt aag get ect agg aag gtt cct cga teg cct taz aag gtt ttg 661 

Pro Val Lys Ala Pro Arg Lys Val Pro Arg Ser Pro Tyr Lys Val Leu 
145 150 155 160 



gat gca cct get ttg caa gat gat ttt tat ctg aat erg gta gat tgg 709 

Asp Ala Pro Ala Leu Gin Asp A*sp Phe Tyr Leu Asn Leu Val Asp Tro 

165 170 175 

tct tea cac aat gtg ttg get gtt ggt ttg ggt aac tgz gtc tat etc 757 

Ser Ser His Asn Val Leu Ala Val Gly Leu Gly Asn Cvs Val Tyr Leu 

180 . 185 " ' 190 

tgg aat get tgt age age aag gta act aaa tta tgt gat ttg ggg gtt 805 

Trp Asn Ala Cys Ser Ser Lys Val Thr Lys Leu Cys Asp Leu Gly Val 

195 200 205 

gat gat tgt gtt tgt tct gtt ggt tgg get caa egt ggt act cat ctt 853 

Asp Asp Cys Val Cys Ser Val Gly Trp Ala Gin Arg Gly Thr His Leu 

210 215 220 



get gtt gga act aac aat ggt aaa gtt cag att tgg gat gca gca aga 901 
Ala Val Gly Thr Asn Asn Gly Lys Val Gin lie Trp Asd Ala Ala Arg 
225 230 235 240 



tge aag aag ata aga tea atg gag 

Cys Lys Lys lie Arg Ser Met Glu 
245 

ttg gcc tgg agt tea tct ctt ttg 

Leu Ala Trp Ser Ser Ser Leu Leu 
260 

att tat caa cga gat ata cgc aca 

lie Tyr Gin Arg Asp lie Arg Thr 

275 280 



ggc cat egg tta egr gtc ggg gcc 94 9 
Gly His Arg Leu Arg Val Gly Ala 
250 255 

tct tct ggt gga egg gat aag aat 997 
Ser Ser Gly Gly Arg Asp Lys Asn 
265 . 270 

caa gaa gat ttt gtt agt aaa ctg 1045 
Gin Glu Asp Phe Val Ser Lys Leu 

285 



tea gga cac aaa tea gag gtt tgt gga ctg aag tgg tea tat gat aac 1093 
Ser Gly His Lys Ser Glu Val Cys Gly Leu Lys Trp Ser Tyr Asp Asn 
290 295 300 

egt gag ttg gca tct gga gga aat gac aac aaa ttg ttt gtt tgg aat 1141 • 
Arg Glu Leu Ala Ser Gly Gly Asn Asp Asn Lys Leu Phe Val Trp Asn 
305 310 315 320 
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caa cac tea acc cag cct gtc etc aag tac tgt gag cac aca gca get 1189 
Gin His Ser Thr Gin Pro Val Leu Lys Tyr Cys Glu His Thr Ala Ala 
325 330 , 335 ■ 

gtt aaa get att gca tgg tct cct cat ctt cat gga ctt ctt gca tct 1237 
Val Lys Ala lie Ala Trp Ser Pro His Leu His Gly Leu Leu Ala Ser 
340 345 350 

gga gga gga act gca gat aga tgt att cgt ttt tgg aat aca acc aca 1285 
Gly Gly Gly Thr Ala Asp Arg Cys lie Arg Phe Trp Asn Thr Thr Thr 
355 360 365 

aac tea cac ctt age tgt atg gac. act gga agt cag gtt tgc aat ctt 1333 
Asn Ser His Leu Ser Cys Met Asp Thr Gly Ser Gin Val Cys Asn Leu 
370 375 * 380 

gtc tgg tec aaa aat gtc aae gaa eta gta age aca cat ggg tac tec 1381 
Val Trp Ser Lys Asn Val Asn Glu Leu Val Ser Thr His Gly Tyr Ser 
385 390 395 400 

cag aac cag att att gtt tgg aga tac ccc act atg tea aag ctg gcg 1429 
Gin Asn Gin lie lie Val Trp Arg Tyr Pro Thr Met Ser Lys Leu Ala 
405 410 415 

act ctt acc ggc eat act tat agg gtt etc tat ctt gee ate tct cea 1477 
Thr Leu Thr Gly His Thr Tyr Arg Val Leu Tyr Leu Ala lie Ser Pro 
420 425 430 

gat gga cag act att gta act gga get gga gat gaa acg ctt agg ttc 1525 
Asp Gly Gin Thr lie Val Thr Gly Ala Gly Asp Glu Thr Leu Arg Phe 
435 440 445 

tgg aat gtt ttc eet tee cct aaa tea cag- aat act gaa agt gaa ate 1573 
Trp Asn Val Phe Pro Ser Pro Lys Ser Gin Asn Thr Glu Ser Glu lie 
450 455 460. 

gga gca tta tct ett gga aga act act ate agg tga ttgatcctgg 1619 
Gly Ala Leu Ser Leu Gly Arg Thr Thr lie Arg 
465 470 475 

cgttgcagce caatcatgtg gcatatttct aagtttgggt tgctgtgtag aactaaattt 1679 

ctgageggag aaeaeeatgg tggaaaaaec ttgaatataa aaacaeeace aaagtageat 1739 

ctttaeeaac tgggagagce ttggagggag ctataaaagt tttgatatgg ctgecggtga 1799 

tattectgea tteatgtgta gtcteatttt atattgaaaa gatgataaea aatgggtaat 1859 

ttattgtett ggaettatae atgcattgat ggagttgtag eeaagttttt ttattaetct 1919 

ttttttettt ettetttttg atagtgctct cctgcattat ttatataatt ttaagatgcg 1979 

ttaacagaga aaaaaaaaaa aaaaaaa 2006 



<210> 2 
<211> 475 
<212> PRT 

<213> Medicago sativa 
<400> 2 
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Met Asp Gly Thr Gly Asn Arg Asn Pro Pro Pro Thr Ser. Thr Val Arg 
1-5 10 15 

Asp Asn Ser Pro Pro Pro Glu Pro Ser Pro Glu Ser Leu Arg His Val 
20 25 30 

Ser Arg Met lie Asn Ser Asn His Tyr Thr Ser Pro Ser Arg Thr lie 
35 40 45 

Tyr Ser Asp Arg Phe lie Pro Ser Arg Ser Ala Ser Lys Phe Ala Leu 
50 55 60 

Phe Asp lie Asn Thr Pro. Thr Glu Gly Arg Asp Asp Ser Ser Ser Ala 
65 70 75 80 

Tyr Thr Thr Leu Leu Arg Thr Ala Leu Phe Gly Pro Asp Val Ala Gly 
85 90 95 

Pro Val Thr Pro Glu Lys Thr Asp Ser Pro Ser Met Thr Leu Pro Asn 

100 105 110 

Arg Asn lie Phe Arg Tyr Lys Thr Glu Thr Arg Gin Ser Met His Ser 
115 120 125 

Leu Ser Pro Phe Met Asp Asp Asp Phe Val Pro Gly Val Asn His Ser 
130 135 140 

Pro Val Lys Ala Pro Arg Lys Val Pro Arg Ser Pro Tyr Lys Val Leu 
145 150 155 160 

Asp Ala Pro Ala Leu Gin Asp Asp Phe Tyr Leu Asn Leu Val Asp Trp 
165 170 175 

Ser Ser His Asn Val Leu Ala Val Gly Leu Gly Asn Cys Val Tyr Leu 
180 185 190 

Trp Asn Ala Cys Ser Ser Lys Val Thr Lys Leu Cys Asp Leu Gly Val 
195 200 205 

Asp Asp Cys Val Cys Ser Val Gly Trp Ala Gin Arg Gly Thr His Leu 
210 215 220 

Ala Val Gly Thr Asn Asn Gly Lys Val Gin lie Trp Asp Ala Ala Arg 
225 230 235 240 

Cys Lys Lys lie Arg Ser Met Glu Gly His Arg Leu Arg Val Gly Ala 
245 250 255 

Leu Ala Trp Ser Ser Ser Leu Leu Ser Ser Gly Gly Arg Asp Lys Asn 
260 265 270 

He Tyr Gin Arg Asp He Arg Thr Gin Glu Asp Phe Val Ser Lys Leu 
275 280 285 

■Ser Gly His Lys Ser Glu Val Cys Gly Leu Lys Trp Ser Tyr Asp Asn 
290 295 300 

Arg Glu Leu Ala Ser Gly Gly Asn Asp Asn Lys Leu Phe Val Trp Asn 

305 310 315 320 . 



9964451A2_| > 



wo 99/64451 

Gin His Ser Thr Gin Pro Val Leu hys 
325 

Val Lys Ala lie Ala Trp Ser Pro His 

340 345 
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